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Optimasi Amobilisasi Xilanase dari Trichoderma viride 
pada Matriks Bentonit Ca-alginat 
ABSTRAK 
Xilanase merupakan biokatalis reaksi hidrolisis xilan 
menjadi xilosa (gula pereduksi). Xilanase amobil mempunyai kondisi 
lingkungan berbeda dengan xilanase bebasnya, sehingga kondisi 
kerja optimum amobilisasi xilanase dapat berbeda dengan xilanase 
bebasnya. Penelitian ini bertujuan menentukan kondisi kerja 
optimum xilanase amobil yang meliputi kondisi optimum amobilisasi 
xilanase pada matriks bentonit Ca-alginat serta efisiensi penggunaan 
ulang amobilisasi dari Trichoderma viride yang diamobilkan dalam 
matriks bentonit Ca-alginat. Kondisi kerja optimum ditentukan 
dengan cara menghitung kondisi optimum amobilisasi xilanase pada 
variasi konsentrasi (2;2,5;3;3,5, dan4). Gula pereduksi ditentukan 
secara spektrofotometri dengan reagen DNS (dinitrosalisilat). Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa kondisi kerja optimum amobilisasi 
xilanase dalam matriks bentonit Ca-alginat terjadi pada konsentrasi 
3mg/mL dengan aktivitas xilanase 6,115μg mg-1 menit -1. 
Amobilisasi xilanase dapat digunakan kembali sebanyak  tiga kali 
pengulangan dengan aktivitas sisa sebesar 0,406µg.g-1menit-1 
(55,45%). 








Optimation Amobilitation of Xylanase from Trichoderma 
viride in Bentonit Ca-alginat Matrix  
ABSTRACT 
Xylanase is a biocatalyst of hydrolysis reaction from xylan 
become xylose (reducing sugar). Immobilized xylanase has a 
particular environtment condition other than its free xylanase. So the 
best condition of immobilized xylanase could differ from its free 
xylanase.  The aims of this research is to determined the optimal 
work condition of immobilized xylanase involving and reused 
efficiency of immobilized xylanase from Trichoderma viride which 
immobilized to bentonite Ca-alginate matrix. The optimal work 
condition was determined  by counting the activity of immobilized 
xylanase which measured at various consentration (2;2,5;3;3,5, and 
4). The reducing agent was determined using spectrophotometry by 
DNS reagent (dinitrosalisilat). The result showed that optimal work 
condition of immobilized xylanase using bentonite Ca-alginate 
matrix was occurred at consentration 3mg/mL, with resulting a value 
of xylanase activity 6,115 µg.g-1minutes-1. Immobilized xylanase can 
be reuse for three times with remaining activity for about 0,406µg.g-
1minutes-1 (55,45%). 
 












Puji Syukur alhamdulillah penulis panjatkan ke hadirat Allah 
SWT atas limpahan rahmat, kasih sayang, petunjuk serta 
perlindungan-Nya, sehingga skripsi yang berjudul “Optimasi 
Amobilisasi Xilanase dari Trichoderma viride pada Matriks 
Bentonit Ca-alginat” dapat terselesaikan dengan lancar. Sholawat 
serta salam semoga selalu tercurahkan kepada junjungan kita Nabi 
besar Muhammad SAW beserta umatnya. Oleh karena itu 
disampaikan terima kasih kepada semua pihak yang telah 
memberikan bantuan serta dukungannya dalam penelitian, yaitu 
kepada:  
1. Drs. Sutrisno, M.Si. selaku pembimbing satu dan Dr. Arie 
Srihardyastutie, S.Si., M.Kes selaku pembimbing dua yang 
dengan sabar dan ikhlas memberikan bimbingan, motivasi, 
saran dan ilmunya. 
2. Bapak Prof.Dr.Ir. Chanif Mahdi, MS selaku dosen penguji di 
Seminar Proposal dan Seminar Hasil yang telah memberikan 
motivasi, saran dan ilmunya. 
3. Orang Tua bapak Sadikun, ibu Nuriana dan keluarga tercinta 
yang telah memberikan doa, motivasi, semangat dan materil 
selama penyusunan skripsi berlangsung dan selama 
berlangsungnya studi. 
4. Sahabat Amanda Putri, Adi Yuwhono dan Galih Rengga 
Gurita, yang telah memberikan banyak dukungan, waktu dan 
tenaga selama pelaksanaan kegiatan penelitian ini. 
5. Seluruh sahabat Gigit Squad, Anak Baik, Konco Kenthel 
yang telah memberikan banyak dukungan, waktu, semangat 
dan tenaga selama berlangsungnya studi. 
6. Seluruh teman-teman Kimia 2013 yang telah memberikan 
banyak motivasi dan dukungan selama pelaksanaan studi ini. 
7. Semua pihak yang membantu menyelesaikan skripsi ini.  
Penulis menyadari bahwa penyusunan skripsi ini masih belum 
sempurna mengingat segala keterbatasan yang ada pada diri penulis. 
Besar harapan penulis semoga skripsi ini bermanfaat bagi semua 
pihak.  
 




HALAMAN JUDUL i  
HALAMAN PENGESAHAN ii 
HALAMAN PERNYATAAN iii 
ABSTRAK iv 
ABSTRACT v 
KATA PENGANTAR vi 
DAFTAR ISI vii 
DAFTAR GAMBAR vii 
DAFTAR TABEL ix 
DAFTAR LAMPIRAN x 
 
BAB I PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang  1 
1.2 Rumusan Masalah 3 
1.3 Batasan Masalah 3 
1.4 Tujuan Penelitian  3 
1.5 Manfaat Penelitian 3 
 
BAB II TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Enzim 4 
2.1.1 Xilanase  4 
2.1.2 Xilan 5 
2.2 Trichoderma viride 6 
2.3 Amobilisasi 6 
2.3.1 Matriks Pengamobil (Bentonit dan Ca-alginat) 7 
2.4 Identifikasi Gugus Fungsi menggunakan FTIR 8 
2.5 Penentuan Aktivitas Enzim 9 
 
BAB III METODOLOGI PENELITIAN 
3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 11 
3.2 Bahan dan Alat Penelitian 11 
3.2.1 Bahan 11 
3.2.2 Alat 11 
3.3 Tahapan Penelitian 11 
3.4 Prosedur Kerja 12 
3.4.1 Pembuatan Media padat 12 
3.4.2 Peremajaan Biakan Murni Trichoderma viride 13 
3.4.3 Pembuatan Substrat Serbuk Klobot Jagung 13 
viii 
3.4.4 Pembuatan Media Cair 13 
3.4.5 Pembuatan Inokulum 14 
3.4.6 Produksi dan Isolasi Ekstrak Kasar Xilanase  
dari Biakan Trichoderma viride 14 
3.4.7 Uji Aktivitas Xilanase Bebas 14 
3.4.8 Uji Kadar protein Awal 16 
3.4.9 Amobilisasi Enzim Xilanase 18 
3.4.10 Penentuan Aktivitas Xilanase Amobil  
Variasi Konsentrasi 19 
3.4.11 Uji Kadar Protein Sisa 19 
3.4.12 Penentuan Efisiensi pemakaian Ulang  
Xilanase Amobil 19 
3.4.13 Identifikasi Gugus Fungsi menggunakan  
FT-IR 20 
3.4.14 Analisis Data 21 
 
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN 
4.1 Produksi Isolasi Xilanse dari Trichoderma viride 22 
4.2 Amobilisasi Xilanase 23 
4.2.1 Preparasi Matriks Bentonit 23 
4.2.2 Aktivasi Matriks Bentonit dengan HCl 23 
4.2.3 Amobilisasi Xilanase dengan Matriks bentonit  
Ca-alginat 24 
4.3 Karakterisasi Xilanase 24 
4.3.1 Penentuan Konsentrasi Optimum Amobilisasi 
Xilanase 24 
4.3.2 Penentuan Konsentrasi Alginat Optimum 26 
4.4 Efisiensi Penggunaan Ulang Xilanase 28 
 
BAB V Kesimpulan dan Saran 
5.1 Kesimpulan 29 
5.2 Saran 29 
 









Gambar 2.1 : Struktur Molekul Xilan 5  
Gambar 2.2 : Struktur Montmorillonite pada Bentonit Alam 7 
Gambar 2.3 : Spektra FT-IR Bentonit Alam 9 
Gambar 4.1 : Kurva Hubungan antara Masa Protein Teramobil 
terhadap Konsentrasi Xilanase 24 
Gambar 4.2 : Kurva Hubungan antara Aktivitas Enzim  
terhadap Variasi Konsentrasi Xilanase 25 
Gambar 4.3    : Kurva Hubungan antara Aktivitas Enzim 
terhadap Konsentrasi Alginat 27 
Gambar 4.4 : Kurva Hubungan antara Masa Protein Teramobil 
terhadap Konsentrasi Alginat  27 
Gambar E.1  : Kurva Baku Larutan Standar Gula Pereduksi 43 








Tabel 4.1 : Pengaruh Penggunaan Ulang Enzim Amobilisasi 
Xilanase 28 
Tabel D.1  : Data Absorbansi Larutan Xilosa pada λ  
   (480-550) nm  42 
Tabel E.1  : Data Absorbansi Larutan Standar Xilosa pada  
   λ maks 490 nm 42 
Tabel F.1  : Panjang Gelombang Maksimum Kasein 43 
Tabel G.1  : Data Absorbansi Larutan Standar Kasein pada  
   λ maks 540 nm 44 
Tabel H.1  : Aktivitas Enzim Xilanase Bebas 45 
Tabel I.1  : Kadar ProteinAwal 46 
Tabel J.1  : Data Absorbansi Konsentrasi Optimum Amobilisasi 
Xilanase 47 
Tabel K.1  : Protein Sisa Amobilisasi 48 
Tabel L.1  : Aktivitas Amobilisasi Xilanase pada Variasi 
Konsentrasi 49 
Tabel M.1  : Data Absorbansi Konsentrasi Alginat Optimum 
Amobilisasi Xilanase 50 
Tabel M.2  : Aktivitas Amobilisasi Xilanase pada Variasi 
Konsentrasi Alginat Optimum 50 
Tabel N.1  : Data Absorbansi Penggunaan Ulang Amobilisasi 
Xilanase 50 












Lampiran A. Diagram Alir Penelitian 36 
Lampiran B. Preparasi Larutan 37 
B.1 LarutanAsam  Asetat 0,2M 37 
B.2 Larutan Natrium Asetat 0,2 M 37 
B.3 Buffer Asetat pH 5 0,2 M 37 
B.4 Larutan NaOH 0,1 M 37 
B.5 Larutan Stok Glukosa1500 µg/mL 37 
B.6 LarutanStok Kasein1000 µg/mL 37 
B.7 Substrat Xilan 1% 38 
B.8 Air Bebas Reduktor 38 
B.9 Reagen DNS  38 
B.10 Larutan NaOH 10% 38 
B.11 Reagen Biuret 38 
B.12 Larutan HCl 0,1M 38 
Lampiran C. Perhitungan Preparasi Larutan 39 
C.1 LarutanAsam Asetat 0,2M 39 
C.2 Larutan Natrium Asetat 0,2 M 39 
C.3 Buffer Asetat 0,2 M pH 3 39 
C.4 Buffer Asetat 0,2 M pH 4 40 
C.5 Buffer Asetat 0,2 M pH 5 40 
C.6 Buffer Asetat 0,2 M pH 6 40 
C.7 Larutan HCl 0,4 M 41 
Lampiran D. Panjang Gelombang Maksimum Xilosa 42 
Lampiran E. Kurva Baku Larutan Standar Xilosa 42 
Lampiran F. Panjang Gelombang Maksimum Kasein 43 
Lampiran G. Kurva Baku Larutan Standar Kasein 44  
Lampiran H. Aktivitas Enzim Xilanase Bebas 45 
Lampiran I. Kadar Protein Awal 45  
Lampiran J. Konsentrasi Optimum Amobilisasi Xilanase 46  
Lampiran K. Kadar Protein Sisa Amobilisasi 47  
Lampiran L. Aktivitas Amobilisasi Xilanase Variasi  
Konsentrasi 48  
Lampiran M. Aktivitas Amobilisasi Xilanase Variasi  
Konsentrasi Alginat Optimum 49  
Lampiran N. Efisiensi Pemakaian Ulang Xilanase Amobil 50 
Lampiran O. Analisis Statistika  51  
O.1 Penentuan Konsentrasi Xilanase Optimum 51 






1.1 Latar belakang 
Xilanase merupakan enzim ekstraseluler yang mempunyai 
kemampuan menghidrolisis xilan (hemiselulosa) menjadi xilosa [1]. 
Xilanase merupakan satu dari sekian banyak enzim yang 
pemanfaatannya banyak dalam bidang industri karena sifatnya yang 
mampu mengubah atau memodifikasi bahan-bahan organik dari 
berbagai macam tumbuhan atau organisme hidup lainnya. Xilanase 
dapat dihasilkan oleh sejumlah mikroorganisme melalui proses 
fermentasi. Jenis mikroorganisme yang sudah umum menghasilkan 
xilanase ialah golongan kapang dan bakteri. Xilanase berfungsi 
menjadi induser xilan yang merupakan enzim induktif sehingga 
membutuhkan rangsangan dalam pembentukannya. Meskipun enzim 
yang dihasilkan oleh bakteri memiliki ketahanan temperatur yang 
lebih tinggi dibandingkan kapang, namun aktivitas xilanase dari 
golongan kapang jauh lebih tinggi dari bakteri [2]. Produksi xilanase 
pada kapang lebih tinggi dibandingkan bakteri yaitu 4-400 U/ml 
dengan menggunakan berbagai substrat [3]. Xilan merupakan 
polisakarida terbanyak setelah selulosa yang banyak ditemukan pada 
tumbuhan. Kandungan xilan seperti pada klobot jagung sangat tinggi 
yaitu sebanyak 32% sehingga dapat dimanfaatkan sebagai induser 
dalam produk xilanase. 
Kapang penghasil xilanase dapat diproduksi dari Trichoderma 
sp., Aspergillus sp., Aureobasidium sp., Bipolaris sorokinana, 
Criptococcus Flavus., Fusarium axysporum, Gloeophyllum trabeum, 
Humicola grisea, Myrothecium verrucaria, Neurospora crassa, dan 
Penicillium sp. [4]. Kapang yang banyak dipublikasikan sebagai 
penghasil xilanase berasal dari golongan Aspergillus dan Trichoderma 
[5]. Trichoderma viride merupakan salah satu jenis kapang yang 
potensial untuk memproduksi beberapa macam enzim ekstraseluler 
seperti selulase, xilanase, glukanase, dan protease. Selain itu, 
Trichoderma viride memiliki karakteristik yaitu pertumbuhan yang 
lebih cepat dibandingkan kapang lain, produksi spora yang banyak dan 




Enzim bebas merupakan hasil dari produksi suatu organisme 
yang dapat digunakan satu kali reaksi dan sifatnya tidak stabil 
terhadap lingkungan, sehingga efisiensi pemakaian harus ditingkatkan 
agar dapat digunakan berulang kali. Proses tersebut dinamakan 
amobilisasi. Amobilisasi merupakan sebuah proses peningkatan 
enzim pada matriks yang sulit (tidak) larut dalam air dan 
menyebabkan enzim amobil lebih stabil dibandingkan dengan enzim 
bebasnya [7]. 
Metode yang biasa digunakan dalam amobilisasi adalah metode 
adsorbs fisik yang menggunakan bahan berupa padatan yang berfungsi 
untuk menyerap enzim pada permukaanya [8]. Matriks pengadsorb 
yang digunakan biasanya sejenis alumina, pasir laut, zeolite, bentonit, 
dan Ca-alginat. Pada penelitian ini menggunakan matrik bentonit yang 
berupa lempung, banyak dimanfaatkan dalam proses katalis dan Ca-
alginat berupa serbuk maupun garam algin, banyak dimanfaatkan 
dalam bahan baku makanan. Faktor-faktor utama yang mempengaruhi 
aktivitas enzim adalah konsentrasi enzim, substrat, produk, senyawa 
(inhibitor dan aktivator), pH dan suhu lingkungan. Sifat-sifat enzim 
dapat dipelajari dengan mengetahui pengaruh faktor-faktor tersebut 
terhadap enzim, sekaligus mengetahui lingkungan yang dapat 
memaksimumkan maupun menghambat aktivitas enzim [9]. 
Xilanase amobil pada matriks Ca-alginat telah berhasil dilakukan 
pada penelitian sebelumnya konsentrasi alginat dan konsentrasi 
kitosan berpengaruh terhadap jumlah dan aktivitas xilanase yang 
terjebak dalam matriks Ca-alginat-kitosan. Kondisi optimum 
amobilisasi xilanase adalah pada konsentrasi alginat 3% dan 
konsntrasi xilanase 0,314 mg/mL dengan jumlah enzim yang terjebak 
0,849 mg dan aktivitas sebesar 17,008 unit (P < 0,01). Efisiensi 
pemakaian ulang xilanase amobil yang diamobilkan menggunakan 
matriks Ca-alginat-kitosan adalah hingga lima kali pemakaian ulang 
dengan efisiensi sebesar 51,28%. Setiap enzim mempunyai kondisi 
kinerja optimum yang berbeda tergantung dari jenis dan asal enzim 
seperti penelitian yang dilakukan oleh Wifda[10]. Oleh karena itu 
untuk menambah referensi hasil dari proses optimasi amobilisasi 
enzim xilanase menggunakan berbagai matriks, maka perlu dilakukan 
penelitian Optimasi Amobilisasi Xilanase dari Trichoderma 
viridepada Matriks Bentonit Ca-alginat. 
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Penelitian yang dilakukan menggunakan Trichoderma viride 
yaitu untuk mengetahui konsentrasi xilanase optimum dengan cara 
menentukan aktivitas optimum xilanase pada variasi konsentrasi 
xilanase juga pada variasi konsentrasi alginate optimum, serta 
menentukan efisiensi pemakaian ulang xilanase amobil. 
 
1.2 Rumusan masalah 
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan rumusan 
masalah pada penelitian ini adalah: 
1. Bagaimana kondisi optimum amobilisasi enzim xilanase pada 
matriks bentonit Ca-alginat ? 
2. Bagaimana efisiensi pemakaian ulang xilanase yang diamobilkan 
pada matriks bentonit Ca-alginat ? 
 
1.3 Batasan masalah 
Penelitian ini memiliki batasan masalah: 
1. Xilanase diperoleh dari Trichoderma viride dengan induser 
klobot jagung 
2. Amobilisasi enzim dilakukan dengan menggunakan ekstrak 
kasar enzim xilanase, matrik bentonit dan Ca-alginat 
3. Pengukuran aktivitas enzim dilakukan dengan metode 
spektrofotometri menggunakan reagen DNS 
4. Penentuan jumlah enzim yang teradsorpsi dalam matriks 
bentonid dan Ca-alginat dilakukan dengan metode 
spektrofotometri menggunakan reagen biuret. 
 
1.4 Tujuan penelitian 
Tujuan dari penelitian ini adalah: 
1. Menentukan kondisi optimum amobilisasi enzim xilanasepada 
matriks bentonitCa-alginat. 
2. Menentuka nefisiensi pemakaian ulang xilanase yang 
diamobilkan pada matriks bentonit Ca-alginat. 
 
1.5 Manfaat penelitian 
Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kondisi kerja 
optimum xilanase amobil dalam matriks bentonit dan Ca-alginat serta 








Enzim merupakan polimer yang berfungsi sebagai katalisator 
untuk reaksi kimia pada makhluk hidup. Katalisator mempercepat 
reaksi kimia, namun katalisator akan kembali pada keadaan semula 
apabila reaksi telah selesai. Reaksi yang terjadi pada tubuh selalu 
melibatkan enzim untuk mempercepat terjadinya proses perubahan 
kimia [11]. Enzim diproduksi dan digunakan oleh sel hidup sebagai 
katalis untuk mengkonversi energi dan metabolisme sel [12]. 
Ada beberapa sifat enzim yang menarik, antara lain yaitu enzim 
dapat mengkatalisis reaksi pada tekanan dan suhu yang rendah dan 
rentang pH yang didapatkan netral, sehingga enzim memiliki substrat 
yang spesifik, regiospesifik dan reaksi yang spesifik [13]. Setiap 
enzim memiliki ciri khas terhadap substrat tertentu yaitu ukuran enzim 
yang lebih besar daripada substrat, oleh karena itu tidak semua bagian 
enzim dapat berhubungan dengan substrat, substrat dapat menempel 
pada bagian sisi aktif enzim (active site) dan membentuk kompleks 
enzim apabila enzim berhubungan dengan substrat [14]. 
Penggunaan enzim bersifat ramah lingkungan, karena enzim 
merupakan katalisator yang relatif menggunakan temperature rendah 
[13]. Struktur enzim dapat rusak apabila temperature yang digunakan 




Xilanase merupakan enzim penghidrolisis xilan atau 
hemiselulosa menjadi xilosa dan xilooligosakarida. Xilanase memiliki 
banyak manfaat terutama dalam bidang industri [15]. Xilan 
merupakan polisakarida yang mudah diperoleh dan merupakan 
komponen utama hemiselulosa dengan rantai D-xilopiranosa [16].  
Xilanase merupakan inhibitor untuk enzim β-xilosidase. Berdasarkan 
substratnya xilanase dibagi menjadi tiga klasifikasi yaitu β-xilosidase, 
eksoxilanase, dan endoxilanase [4].  
 Xilanase tergolong dalam protein dengan unit terkecil dengan 
berat molekul 15.000-30.000 dalton dan aktif pada temperatur 55̊C 
















xilanase lebih bersifat stabil [18]. Enzim xilanase murni memiliki 
kondisi optimum pada pH 4.5 dan 5.0̊C dengan berat molekul 14.4 
kDa dan 13.40 kDa [19]. 
 
2.1.2 Xilan 
Xilan merupakan komponen terbesar penyusun hemiselulosa 
sel tanaman dan termasuk polisakarida paling berlimpah di alam 
setelah selulosa, yaitu menyusun 20-30% komposisi dinding sel 
tanaman. Xilan memiliki struktur yang bervariasi pada berbagai 
tumbuhan. Namun secara umum xilan tersusun dari kerangka dasar 
residu 1,4-D-xilopiranosil (gula pereduksi dengan lima atom karbon) 
yang rantai sampingnya tersubstitusi dengan gugus asetil, 4-O-metil-
D-glukuronosil dan α-arabinofuranosil [20,21]. Rantai utama xilan 
terdiri atas kerangka yang mengandung unit-unit ikatan glikosida β-
1,4-D-xilopiranosa [22]. Dibutuhkan beberapa enzim yang 
bekerjasama dalam menghidrolisis xilan secara total dari struktur 
kompleks xilan, enzim yang digunakan yaitu enzim xianolitik. Berikut 








Gambar 2.1 Struktur Molekul Xilan 
 
  
 Xilan dapat ditemui dari berbagai limbah pertanian 
berlignoselulosa. Beberapa sumber xilan yang paling berpotensi 
diantaranya jerami, sorgum, tebu, sekam, batang, dan tongkol jagung. 
Struktur xilan pada berbagai tumbuhan berbeda. 
 Variasi struktur xilan dibutuhkan untuk penggunaan xilan 
yang bervariasi pada berbagai aplikasinya. Beberapa aplikasi xilan 
telah digunakan sebagai polimer kertas, bahan kosmetik, biofuel, dan 
telah digunakan pada bidang farmasi dan bidang industry pangan. 
Lapisan pada xilan memiliki permeabilitas yang rendah terhadap 




2.2 Trichoderma viride 
 Jenis mikroorganisme yang sudah umum menghasilkan 
xilanase adalah golongan kapang dan bakteri. Enzim xilanase dapat 
dihasilkan oleh bakteri dan kapang melalui proses fermentasi. Adapun 
kapang yang banyak dipublikasikan sebagai penghasil xilanase 
berasal dari golongan Aspergillus dan Trichoderma [5]. 
 Meskipun enzim yang dihasilkan oleh golongan bakteri 
memiliki ketahanan yang lebih tinggi, namun aktivitas xilanase dari 
golongan kapang jauh lebih tinggi dari bakteri. Salah satu kapang yang 
dapat menghasilkan xilanase adalah Trichoderma viride melalui 
fermentasi [25]. Kelebihan Trichoderma viride dibandingkan dengan 
jenis kapang lainnya, yaitu dapat tumbuh dengan cepat di berbagai 
substrat, mampu berkembangbiak pada pH asam (3,5-6,5) [26], dan 
dapat tumbuh maksimum pada temperatur 50̊-60̊ C [27]. 
 
2.3 Amobilisasi 
 Amobilisasi enzim artinya kerja enzim dibatasi atau 
terlokalisir sehingga enzim dapat digunakan secara kontinyu. Enzim 
diamobilisasi apabila jumlah substrat sangat besar dan enzim yang 
digunakan mahal [28]. Keuntungan enzim amobil adalah enzim dapat 
dipisahkan dari campuran reaksi dengan cepat, produksi hasil reaksi 
dapat diperoleh tanpa terkontaminasi enzim dan enzim yang diperoleh 
kembali dapat dipakai lagi [29].  
 Amobilisasi enzim dapat dianggap sebagai perubahan enzim 
dari larut dalam air keadaan bergerak menjadi keadaan tidak bergerak 
yang tidak larut. Amobilisasi mencegah difusi enzim ke dalam 
campuran reaksi dan mempermudah memperoleh kembali enzim 
tersebut dari aliran produk dengan teknik pemisahan padat atau cair 
yang sederhana. Ada 5 teknik (metode) amobilisasi yaitu [30] : 
1. Adsorbs enzim pada bahan pendukung 
2. Pengikat enzim secara kovalen pada bahan pendukung 
3. Pengikat silang enzim pada bahan pendukung 
4. Penjeratan enzim dalam suatu bahan pendukung 
5. Mikroenkapsulasi  
Matriks yang digunakan adalah bentonit dan Ca-alginat. 
Bentonit merupakan salah satu jenis tanah liat atau lempung yang 
mengandung  montmorillonit dan dimanfaatkan pada proses adsorbs, 
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proses katalis, maupun menjadi resin penukar ion dalam berbagai 
industri [31]. Sedangkan Ca-alginat merupakan serbuk maupun garam 
algin yang banyak dimanfaatkan dalam bahan baku makanan. Matriks 
bentonit yang digunakan harus dilakukan aktivasi untuk 
menghilangkan logam-pengotor yang terdapat dalam bentonit alam 
dengan aktivasi menggunakan asam [32].  
 
2.3.1 Matriks Pengamobil (Bentonit dan Ca-alginat)  
 Amobilisasi enzim dilakukan dengan matriks pengamobil 
yang berfungsi untuk adsorben/penjebak, salah satunya adalah 
bentonit. Bentonit mengandung 71% montmorillonitdan  mineral alam 
lainnya seperti kuarsa, illite, klorit, dan kaolinit[33]. Bentonit 
merupakan salah satu jenis tanah liat atau lempung yang mengandung  
montmorillonit. Montmorillonit memiliki struktur yang terdiri dari 3 
layer yaitu 1 lapisan alumina (AlO6) berbentuk octahedral dan 2 buah 
silika (SiO4) berbentuk tetrahedral dimana diantara lapisan tersebut 
terdapat kation monovalent dan bivalent (Gambar 2.2) [34]. 
 
Gambar 2.2 Struktur montmorillonite pada Bentonit Alam [35] 
  
Kation-kation yang dapat dipertukarkan antara lain: (Na+,K+ 
Ca2+, Mg2+) + H2O, pada Gambar 2.2 T merupakan bagian lapisan 
silika (SiO4) berbentuk tetrahedral dan O merupakan bagian lapisan 
alumina (AlO6) berbentuk oktahedral. 
Salah satu matriks yang biasa digunakan untuk metode 
penjebakan adalah Ca-alginat. Kelebihan Ca-alginat sebagai matriks 
adalah dapat membentuk gel yang kokoh, tidak beracun, dapat 
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dilakukan pada suhu ruang serta ekonomis dalam pengerjaannnya 
[36]. Namun metode ini memiliki kekurangan yaitu enzim masih dapat 
berdifusi keluar matriks melalui pori yang terbentuk didalam struktur 
gel alginat dengan ion kalsium [37]. Untuk meminimalisir proses 
difusi enzim dari matriks Ca-alginat, manik Ca-alginat dapat dilapisi 
kembali dengan larutan bentonit yang kemudian diikatkan silang 
dengan natrium tripolifosfat.  Ca-alginat terlapisis bentonit merupakan 
metode mikroenkapsulasi yang bertujuan untuk meminimalisir proses 
difusi enzim dari matrik ca-alginat tersebut [38]. 
Alginat merupakan polimer murni dari asam uronat yang 
tersusun dalam bentuk rantai linier yang panjang [39]. Alginate dalam 
pemanfaatannya berupa garam alginate yang larut dalam air [40]. 
Alginat dalam pasarannya sebagaian besar berupa Na-alginat, yaitu 
suatu garam alginate yang larut dalam air. Jenis alginate lain yang larut 
dalam air adalah kalium atau ammonium alginate. Sedang, alginat 
yang tidak larut dalam air adalah Ca-alginat dan asam alginat dan 
derivate dari produk turunannya.  
Amobilisasi sebaiknya dilakukan dengan menggunakan 
matriks bentonit yang telah teraktivasi, karena bentonit yang 
teraktivasi asam akan menghasikan situs aktif dan permukaan 
keasaman yang lebih besar sehingga akan menghasilkan bentonit aktif 
yang memiliki daya adsorbsi yang lebih tinggi dibandingkan bentonit 
yang tidak teraktivasi [41]. 
 
2.4 Identifikasi Gugus Fungsi menggunakan FTIR 
 Identifikasi gugus fungsi xilanase amobil dan bentonit 
teraktivasi asam menggunakan FTIR dilakukan untuk membandingan 
bentonit teraktivasi HCl  dengan bentonit yang telah mengikat enzim. 
Menurut Mahmudha (2016) bentonit yang diaktivasi dengan asam 
memiliki pita serapan yang ditunjukkan pada Gambar 2.3, spectra 
FTIR pada bilangan gelombang 3620,1 menunjukkan vibrasi ulur dari 
gugus OH (gugus hidroksil yang terikat pada Al dilapisan oktahedral) 
pita serapan pada rentang bilangan gelombang 3441,01-3448,72cm-1  
menunjukkan adanya vibrasi ulur gugus OH yang terhidrasi molekul 
air yang teradsorbsi, yang diperkuat dengan adanya vibrasi tekuk pada 
bilangan gelombang 1635,64 cm-1. Gugus Si-O diidentifikasikan 
dengan munculnya pita serapan yang tajam dan intensitas tinggi pada 
bilangan gelombang 1033.85-1041.56 cm-1, vibrasi tekuk gugus 
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hidroksil dari Al-OH-Al muncul pada pita serepan 918,12 cm-1. 
Vibrasi tekuk dari Si-O-Al dan Si-O-Si ditunjukkan pada rentang 
bilangan gelombang 424.92-519.92cm-1 dan 424.34-524.64cm-1. 
 
 
Gambar 2.3Spektra FT-IR bentonit alam (a), bentonit teraktivasi 
HNO3 0,1M (b), bentonit teraktivasi HCl 0,5M (c), 
bentonit teraktivasi H2SO4 0,6M (d) 
 
2.5 Penentuan Aktivitas Enzim 
 Aktivitas enzim xilanase menyatakan seberapa besar 
kemampuan enzim xilanase dalam menguraikan atau mengkonversi 
xilan menjadi produknya yaitu xilosa. Aktivitas xilanase dinyatakan 
dalam satuan internasional yaitu U/ml. Metode yang digunakan adalah 
metode DNS [43]. 
Menentukan aktivitas enzim xilanase dapat dilakukan dengan 
cara menghitung jumlah xilosa yang dihasilkan selama reaksi 
enzimatis. Satu unit aktivitas xilanase dinyatakan sebagai jumlah 
enzim yang diperlukan untuk mengubah 1 μmol xilan menjadi sebuah 
produk per menit oleh 1mL enzim [44].  
 Prinsip uji aktvitas xilanase dengan metode asam 
dinitrosalisilat (DNS) didasarkan pada kadar xilosa yang dilepaskan 
dari substrat (xilan) pada reaksi enzimatik. Reaksi enzimatik 
dihentikan dengan pemanasan pada suhu 100̊C. Reagen DNS yang 
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terdiri dari KNa tartrat akan bereaksi dengan xilosa hasil reaksi 




 Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah 
1. Peningkatan jumlah xilanase yang teradsorbsi oleh bentonit 
dan Ca-alginat berpengaruh terhadap kondisi aktivitas 
xilanase amobil. 























3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biokimia Jurusan 
Kimia Fakultas Matematika dan Imu Pengetahuan Alam Universitas 
Brawijaya Malang pada bulan Oktober-November 2017 
 
3.2 Bahan dan Alat Penelitian  
3.2.1 Bahan  
Bahan yang digunakan  adalah  Trichoderma viride  yang 
diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA 
Universitas Brawijaya  Bahan kimia yang digunakan dengan kualitas 
for microbiology seperti pepton, tepung agar, xilan, kasein, klobot 
jagung, dan kentang (pasar lokal). Bahan kimia lain yang digunakan 
memiliki kualitas pro analisis, antara lain asam oleat, dextrosa, asam 
asetat glasial (BJ=1,05 g/cm3), CH3COONa, CaCl2.2H2O, KH2PO4, 
(NH4)2SO4, MgSO4.7H2O, HCl, BaCl2, NaKC4O6H4, glukosa 
anhidrat, Na2SO3, kristalin fenol,asam dinitrosalisilat, NaOH, 
bentonit, Na-alginat, dan CaCl.  
3.2.2 Alat  
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian antara lain gelas 
kimia (100mL, 250mL, 500mL, 1000mL), Erlenmeyer (50mL, 
250mL), labu ukur (10mL, 25mL, 100mL, 1000mL), pipet ukur (1mL, 
5mL, 10mL), inkubator (Heraeus TypeB  5042),  magnetic stirrer, 
penangas air (Memmert W200), neraca analitik (Mettler Toledo AL 
204), neraca analitik (Bosch PE 620), jarum ose, pH meter (Inolab 
WTW), spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu Model 160A double 
beam), kuvet, oven (Memmert), shaker (Edmund Buhler SM 25 24B), 
autoklav (All American Model 20X), sentrifuse dingin (Juan 
MR1889), laminal flow, refrigerator, pemanas listrik (Janke-Kunkel), 
ayakan 40 mesh, aluminium foil, kapas steril, dan bunsen. 
 
3.3 Tahap Penelitian  
 Penelitian ini memiliki beberapa tahapan antara lain:  
1. Pembuatan media padat  
2. Peremajaan biakan murni Trichoderma viride 
3. Pembuatan klobot jagung  
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4. Pembuatan media cair  
5. Pembuatan inokulum  
6. Produksi dan isolasi ekstrak kasar xilanase dari biakan 
Trichoderma viride.  
7. Uji aktivitas ekstrak kasar xilanase 
 Penentuan panjang gelombang (λ) maksimum gula 
pereduksi 
 Pembuatan kurva baku gula pereduksi 
 Penentuan aktivitas ekstrak kasar xilanase 
 Pengukuran aktivitas ekstrak kasar xilanase 
8. Uji kadar protein awal 
 Penentuan panjang gelombang (λ) maksimum larutan 
kasein 
 Pembuatan kurva baku larutan kasein 
 Penentuan kadar protein awal  
9. Amobilisasi xilanase 
 Aktivasi matriks bentonit dengan HCl 
 Penentuan konsentrasi xilanase optimum dan alginate 
optimum 
10. Uji kadar protein sisa 
11.    Identifikasi alginat optimum dan xilanase amobil optimum 
menggunakan FTIR 
12. Analisis data  
 
3.4    Prosedur Kerja  
3.4.1 Pembuatan Media Padat  
Media yang digunakan untuk menumbuhkan dan 
mengembangbiakkan kapang Trichoderma viride adalah media padat 
PDA (Potatoes Dextrose Agar). Pembuatan media PDA yaitu: 20 g 
kentang dikupas, dipotong dan dicuci dengan aquades. Kemudian 
kentang yang telah bersih dimasukkan kedalam gelas kimia 250 mL 
yang telah terisi aquades 100 mL, kemudian dipanaskan selama 1 jam. 
Selama proses pemanasan volume air harus 100 mL dengan sesekali 
ditambahkan aquades sedikit demi sedikit. Setelah itu, disaring 
menggunakan kertas saring dan sari kentang yang diperoleh ditambah 
2 gram dextrose, 1 mL buffer asetat pH 5. Kemudian dipanaskan dan 




3.4.2 Peremajaan biakan murni Trichoderma viride 
Peremajaan biakan murni Trichoderma viride dilakukan 
didalam laminar air flow yang telah disterilkan dengan alkohol 70% 
yang dilengkapi dengan beberapa bunsen didalamnya. Jarum ose 
dilewatkan dalam nyala api Bunsen sampai menimbulkan warna 
merah bata, tabung biakan murni Trichoderma viride dan tabung 
biakan media padat juga dilewatkan nyala api bunsen agar tetap steril. 
Kemudian, satu mata ose spora Trichoderma viride dipindahkan 
secara aseptis kedalam tabung media padat PDA. Setelah itu mulut 
tabung dilewatkan dalam nyala api bunsen dan segara ditutup dengan 
kapas dan dilapisi dengan kertas coklat, dan diikat dengan karet. 
Setelah itu tabung diinkubasi dalam inkubator selama 144 jam (6 hari) 
pada temperatur 300C. 
 
3.4.3 Pembuatan substrat serbuk klobot jagung 
Klobot jagung dipotong kecil-kecil dan dibersihkan, kemudian 
dicuci dengan aquades  dan dikeringkam dalam oven pada temperatur 
1000C. Setelah kering, klobot jagung dihaluskan dengan blender. 
Serbuk klobot jagung yang telah halus diayak dengan ayakan 150 
mesh, sehingga diperoleh serbuk klobot jagung halus yang siap 
digunakan sebagai induser. 
 
3.4.4 Pembuatan Media Cair  
Persiapan pembuatan media cair dengan ditimbang sebanyak 
0,25 gram klobot jagung; 0,015 gram CaCl2; 0,015 gram 
MgSO4.7H2O;  0,07 gram (NH4)2SO4; 0,01 gram KH2PO4; 0,03 mL 
asam oleat, 0,015 gram urea, 0,05 mL unsur renik dan 0,025 gram 
pepton, menggunakan neraca analitik. Semua bahan yang telah 
ditimbang dimasukkan kedalam gelas kimia 250 mL dan ditambahkan 
aquades sampai volume 200mL. Kemudian ditambahkan buffer asetat 
1 mL, dipanaskan sampai mendidih dan diaduk menggunakan stirrer. 
Setelah itu Erlenmeyer ditutup dengan kapas, dilapisi dengan kertas 
coklat, dan diikat dengan karet. Kemudian di autoklaf selama 15 







3.4.5 Pembuatan Inokulum 
Pembuatan inokulum dilakukan dengan satu tabung spora 
hasil biakan murni Trichoderma viride yang berumur 144 jam (6 hari) 
disuspensikan dalam 1 mL akuades steril dan dimasukkan kedalam 
erlenmeyer 250 mL yang berisi 100 mL media cair steril yang 
dilakukan didalam laminar air flow. Kemudian, diinkubasi dengan 
shaker selama 36 jam (fase pertengahan logaritma) dengan kecepatan 
15 rpm pada temperatur 27-300C. 
 
3.4.6 Produksi dan isolasi ekstrak kasar xilanase dari biakan 
Trichoderma viride 
Produksi ekstra kasar xilanase dari biakan Trichodermaviride 
dengan cara dipipet 20 mL inokulum dan dimasukkan ke dalam 
Erlenmeyer 250mL yang berisi media cair 200 mL dan dilakukan 
didalam laminar air flow. Setelah itu, disterilisasi menggunakan 
autoklaf pada temperature 1210C, dengan tekanan 15psi selama 
15menit. Campuran  larutan diinkubasi  selama 60 jam pada 
temperatur ruang dan dikocok menggunakan shaker dengan kecepatan 
100rpm. Isolasi ekstrak kasar xilanase dari biakan Trichoderma viride 
dilakukan metode sentrifugasi dingin dengan kecepatan 3000 rpm 
pada temperatur 40C selama 30 menit. Supernatan yang dihasilkan 
merupakan ekstrak kasar xilanase. 
 
3.4.7      Uji aktivitas xilanase bebas  
3.4.7.1 Penentuan panjang gelombang (λ) maksimum gula 
pereduksi  
Larutan glukosa 300 μg/mL dipipet dan dimasukkan kedalam 
gelas kimia 500mL. Kemudian ditambahkan buffer asetat 0,2 M pH 5 
dan 2 mL reagen DNS (dinitrosalisilat). Setelah itu dipanaskan dalam 
penangas sampai mendidih selama 15 menit. Kemudian larutan 
didinginkan dengan air mengalir. Campuran larutan dimasukkan ke 
dalam labu ukur 25 mL dan ditambahkan aquades sampai volume 
25mL, lalu dikocok hingga homogen. Campuran larutan dipindahkan 
kedalam tabung reaksi. 
Penentuan panjang gelombang dilakukan dengan diukur 
absorbansi campuran larutan dengan blanko aquades. Kisaran panjang 
gelombang yang digunakan yaitu 450-550 nm dengan Spectronic 
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Genesys 20. Dipilih panjang gelombang maksimum yang memiliki 
nilai absorbansi paling besar. 
3.4.7.2 Pembuatan kurva baku gula pereduksi  
 Pembuatan kurva baku gula pereduksi dilakukan dengan cara 
ditimbang 0,15 gram xilosa dan dilarutkan dengan aquades 
secukupnya didalam gelas kimia 100 mL. Setelah larut, dipindahkan 
kedalam labu ukur 100mL dan ditandabataskan dengan aquades. 
Kemudian dikocok hingga larutan homogen, sehingga diperoleh stok 
larutan glukosa 1500µg/mL. Stok larutan glukosa dipipet sebanyak 2; 
4;6;dan8 mL. Masing-masing dimasukkan kedalam labu ukur 100mL 
dan ditandabataskan dengan aquades, sehingga diperoleh larutan 300 
- 700 µg/mL. Setiap konsentrasi larutan glukosa dipipet 1 mL dan 
dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berbeda dan ditambahkan 
buffer asetat 0,2 M pH 5 sebanyak 1 mL dan 2 mL reagen DNS. 
Campuran larutan kemudian dipanaskan dalam penangas sampai 
mendidih selama 15 menit. Setelah itu didinginkan dengan air 
mengalir. Campuran larutan dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL 
dan ditambahkan aquades sampai volume 25mL, lalu dikocok hingga 
homogen. Campuran larutan dipindahkan kedalam tabung reaksi.  
Diukur absorbansi larutan pada panjang gelombang 
maksimum glukosa dengan Spectronic Genesys 20. Setelah itu, dibuat 
kurva baku dengan  memplotkan hubungan antara data konsentrasi 
glukosa (ppm) pada sumbu x dengan absorbansi pada sumbu y. 
 
3.4.7.3 Penentuan aktivitas ekstrak kasar xilanase 
Penentuan aktivitas xilanase bebas dilakukan dengan 
dimasukkan substrat xilan 1% (b/v) kedalam tabung reaksi sebanyak 
1 mL dan dipanaskan selama 15 menit dalam penangas air pada 
temperatur 600C.  Setelah itu, ditambahkan 1 mL ekstrak kasar enzim 
xilanase, 1mL air bebas reduktor, dan 1 mL buffer asetat 0.2 M pH 5. 
Campuran larutan dipanaskan dalam  penangas air selama 55 menit 
pada temperatur 550C. Setelah itu, dipanaskan dalam penangas dengan 
air mendidih selama 15 menit. Kemudian ditambahkan 2 mL reagen 
DNS dan dipanaskan kembali dalam penangas dengan air mendidih 
selama 5 menit. Setelah itu, didinginkan pada temperatur 27-300C. 
Larutan yang telah dingin dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL dan 
ditambahkan aquades sampai volume 10mL, lalu dikocok hingga 
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homogen. Kemudian dimasukkan kedalam kuvet dan diukur 
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum glukosa (490 nm) 
dengan menggunakan Spectronic Genesys 20. 
 
3.4.7.4 Pengukuran aktivitas ekstrak kasar xilanase  
Pengukuran xilanase bebas dilakukan dengan cara membuat 
kurva untuk memplotkan nilai absorbansi yang diperoleh pada 
persamaan kurva baku, sehingga diperoleh konsentrasi gula pereduksi 
dari hasil hidrolisis xilan oleh xilanase.1 unit aktivitas merupakan 1 
μg xilosa yang dihasilkan tiap menit oleh setiap mL enzim. Berikut 









AE  = aktivitas enzim (μg.mL-1.menit-1) 
 X  = konsentrasi gula pereduksi (μg.mL1)   
V  = volume total sampel (mL)    
Fp  = faktor pengenceran     
p  = volume ekstrak xilanase (mL)    
q  = waktu reaksi (menit) 
3.4.8 Uji kadar protein awal  
3.4.8.1 Penentuan panjang gelombang (λ) maksimum larutan 
kasein  
Larutan kasein dengan konsentrasi 5000 ppm dipipet 
sebanyak 2 mL dan dimasukkan kedalam gelas kimia 100 mL, 
kemudian ditambahkan 8 mL reagen biuret. Campuran larutan 
kemudian dipindahkan kedalam labu ukur 25 mL dan ditambahkan 
aquades sampai volume 25mL, lalu dikocok samapai larutan 
homogen. Setelah itu, campuran larutan dipindahkan kedalam tabung 
reaksi dan diukur absorbansi larutan menggunakan Spectronic 
Genesys 20 pada kisaran panjang gelombang 460-640 nm. Penentuan 
panjang gelombang (λ) maksimum larutan kasein ditentukan dengan 





3.4.8.2 Pembuatan kurva baku larutan kasein  
Kasein ditimbang sebanyak 1 g, dimasukkan kedalam gelas 
kimia 100 mL  dan ditambahkan beberapa tetes larutan NaOH 0,1 N. 
Campuran larutan diaduk sampai kasein larut, kemudian dimasukkan 
kedalam labu ukur 100 mL dan di tambah aquades sampai tanda batas. 
Campuran larutan kemudian dikocok sampai larutan homogen, 
diperoleh larutan stok kasein 10000 ppm. Larutan dipipet dengan 
variasi volume 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; dan 9 mL. Masing-masing 
dimasukkan kedalam labu takar 10 mL dan ditambah aquades sampai 
tanda batas, lalu dikocok sampai larutan homogen. Diperoleh larutan 
kasein dengan konsentrasi 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 
8000, dan 9000 ppm. Masing-masing larutan dipipet 2 mL dan 
dimasukkan kedalam tabung reaksi, ditambahkan larutan buffer asetat 
0,2 M pH 5 sebanyak 2 mL dan reagen biuret sebanyak 8 mL.  
Campuran larutan dikocok dan dipanaskan dalam penangas selama 30 
menit pada temperature 500C. Setelah itu larutan didinginkan dan 
dimasukkan kedalam kuvet untuk mengukur absorbansi larutan 
dengan  Spectronic Genesys 20 pada panjang gelombang maksimum 
larutan kasein. Dibuat kurva baku hubungan antara konsentrasi 
dengan absorbansi dengan memplotkan konsentrasi glukosa (ppm) 
pada sumbu x dengan absorbansi pada sumbu y. 
3.4.8.3 Penentuan kadar awal protein  
Larutan ekstrak kasar xilanase dipipet sebanyak 2 mL, 
dimasukkan kedalam gelas kimia 50 mL dan ditambahkan 2 mL 
larutan kasein 5000 ppm, 8 mL reagen biuret. Campuran larutan 
dikocok dan dipindahkan ke dalam tabung reaksi, dipanaskan dalam 
penangas selama 30 menit pada temperatur 500C. Setelah itu diukur 
absorbansi larutan pada panjang gelombang 540 nm dengan  
Spectronic Genesys 20. Penentuan kadar protein awal diperoleh 









3.4.9 Amobilisasi enzim xilanase 
3.4.9.1 Aktivasi matriks bentonit Ca-alginat 
Ditimbang bentonit sebanyak 10 gram, ditambahkan 200 mL 
larutan HCl 0,4 M. Campuran larutan kemudian dikocok dalam shaker 
pada temperatur 29-300C selama 4 jam dengan kecepatan 100 rpm. 
Kemudian, disaring dengan kertas Whatman no. 40 dan dicuci dengan 
aquades hingga pH air pencuci sama dengan pH aquades. Endapan 
bentonit yang tidak  tersaring dikeringkan dalam oven pada temperatur 
105oC hingga berat konstan. Bentonit hasil aktivasi dikalsinasi pada 
temperatur 500oC selama 4 jam. 
 
3.4.9.2 Penentuan Konsentrasi Xilanase Optimum  
Enzim xilanase diambil sebanyak (1,6;2;2,4;2,8;3,2) mL 
sehingga konsentrasi enzim menjadi bervariasi (2;2,5;3;3,5;4) mg/mL. 
Dimana dilakukan penambahan buffer asetat (0,2 M) pH 5 yang 
bervariasi hingga volume total enzim menjadi 5 mL. Larutan enzim 
xilanase dimasukkan kedalam Erlenmeyer yang berisi 0,1 g bentonit 
yang telah diaktivasi. Kemudian dikocok dengan shaker dengan 
kecepatan 100 rpm selama 3 jam. Campuran xilanase dan alginate 
disaring menggunakan kertas Whatman no. 40.  Dicampurkan dengan 
4 mL larutan alginate dengan konsentrasi 3%. Campuran xilanase dan 
alginate diteteskan dengan syringe 10 mL pada gelas kimia yang berisi 
7,5 mL larutan CaCl2 sambil diaduk dengan pengaduk magnetik. 
Setelah itu manic-manik yang terbentuk dibiarkan terendam dalam 
larutan CaCl2 0,15 M selama satu jam kemudian disaring dengan 
kertas Whatman no. 40 sehingga diperoleh enzim xilanase amobil. 
Filtrat didapat pada penyaringan pertama digunakan untuk mengukur 
jumlah enzim yang tidak terjebak didalam matriks, filtrate diuji kadar 
protein sisanya. Sedangkan endapan yang diperoleh diuji aktivitas 
enzim amobilnya, uji efisiensi enzim amobil,dan karakterisasi enzim 
amobil menggunakan FT-IR (Fourier Transform Infra Red). 
Percobaan diatas diulang untuk konsentrasi larutan alginate 
(2;2,5;3;3,5)% w/v. 
 
3.4.9.3 Penentuan Konsentrasi Alginat Optimum  
Enzim xilanase diambil sebanyak (1,6;2;2,4;2,8;3,2) mL 
sehingga konsentrasi enzim menjadi bervariasi (2;2,5;3;3,5;4) mg/mL. 
Dimana dilakukan penambahan buffer asetat (0,2 M) pH 5 yang 
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bervariasi hingga volume total enzim menjadi 5 mL. Larutan enzim 
xilanase dimasukkan kedalam Erlenmeyer yang berisi 0,1 g bentonit 
yang telah diaktivasi. Kemudian dikocok dengan shaker dengan 
kecepatan 100 rpm selama 3 jam. Campuran xilanase dan alginate 
disaring menggunakan kertas Whatman no. 40.  Dicampurkan dengan 
4 mL larutan alginate dengan konsentrasi 3%. Campuran xilanase dan 
alginate diteteskan dengan syringe 10 mL pada gelas kimia yang berisi 
7,5 mL larutan CaCl2 sambil diaduk dengan pengaduk magnetik. 
Setelah itu manic-manik yang terbentuk dibiarkan terendam dalam 
larutan CaCl2 0,15 M selama satu jam kemudian disaring dengan 
kertas Whatman no. 40 sehingga diperoleh enzim xilanase amobil. 
Filtrat didapat pada penyaringan pertama digunakan untuk mengukur 
jumlah enzim yang tidak terjebak didalam matriks, filtrate diuji kadar 
protein sisanya. Sedangkan endapan yang diperoleh diuji aktivitas 
enzim amobilnya. 
 
3.4.10 Penentuan Aktivitas Xilanase Amobil Variasi Konsentrasi 
 Xilan 1% sebanyak 1mL dimasukkan kedalam tabung reaksi, 
dipanaskan pada suhu 60oC selama 15 menit. Kemudian ditambah 
manik-manik alginat sebanyak 0,1 gram, ditambah buffer asetat pH 5 
0,2M sebanyak 1 mL. Dipanaskan selama 55 menit pada suhu 60oC. 
Kemudian ditambah 2mL DNS dan ditutup menggunakan aluminium 
foil. Dipanaskan kembali pada air mendidih selama 5 menit, 
diencerkan 25 mL kemudian diukur absorbansi larutan pada panjang 
gelombang 490 nm. 
 
3.4.11 Uji kadar protein sisa 
Filtrat hasil penyaringan enzim amobil dipipet sebanyak 2 mL, 
ditambahkan dengan 2 mL larutan kasein 5000 ppm dan 8 mL reagen 
biuret. Campuran larutan dikocok dan dipanaskan dalam  penangas 
selama 30 menit pada temperatur 50oC. Kemudian diukur absorbansi 
larutan pada panjang gelombang 540 nm (panjang gelombang 
maksimum kasein) dengan  Spectronic Genesys 20. Penentuan kadar 
protein sisa diperoleh dengan memplotkan nilai absorbansi pada 





3.4.12 Penentuan efisiensi pemakaian ulang xilanase amobil  
Penentuan efisiensi pemakaian ulang xilanase amobil dengan 
matriks bentonit teraktivasi HCl dilakukan sesuai dengan kondisi 
optimumnya. Xilanase yang telah diamobil dimasukkan ke dalam 
larutan uji pertama yaitu 0,4 mL substrat xilan 1%;0,4 mL larutan 
buffer asetat 0,2 M pH 5; 0,4 mL air bebas reduktor dan 0,1 g xilanase 
amobil, semua bahan dicampurkan menjadi satu didalam tabung 
reaksi. Campuran larutan dipanaskan dalam penangas selama 55 menit 
pada temperatur 60oC.  Kemudian, dipisahkan endapan dari filtratnya 
dengan cara penyaringan menggunakan kertas saring Whatman No.40 
dan dicuci dengan larutan buffer asetat pH 5 sebanyak 1,5 mL. Setelah 
itu endapan dimasukkan ke dalam larutan uji berikutnya pada kondisi 
yang sama dengan larutan uji pertama. Filtrat yang diperoleh pada 
setiap uji ditambahkan 0,8 mL reagen DNS dan dipanaskan dalam 
penangas air mendidih selama 15 menit. Selanjutnya larutan 
didinginkan pada temperatur 29-300C dan dan diencerkan dengan 
aquades hingga volume larutan menjadi 10 mL.Setelah itu, diukur 
nilai absorbansinya dengan Spectronic Geneys 20 pada panjang 
gelombang 490 nm (panjang gelombang maksimum gula pereduksi). 
Perlakuan ini diulang sebanyak 4 kali sampai didapat absorbansi 
dengan aktivitas diatas 50%. Setelah itu, ditentukan aktivitas enzim 
pada setiap pengulangan. Xilanase amobil masih efisien digunakan 
jika memiliki aktivitas diatas 50 %. 
 
3.4.13 Identifikasi Gugus Fungsi menggunakan FT-IR 
Bentonit teraktiviasi HCl dan xilanase amobil dalam matriks 
bentonit dianalisis gugus fungsi dan ikatannya dengan menggunakan 
spektrofotometri inframerah. Preparasi untuk karakterisasi dilakukan 
dengan pembuatan pelet KBr. Pelet KBr dibuat dengan cara 
mencampurkan 0,5 g padatan dan 0,07 gKBr. Kemudian campuran 
digerus, dimasukkan kedalam pellet press, dan dikompressi. 
Selanjutnya, pelet KBr yang mengandung sampel diletakkan diantara 
dua celah yang dilewati berkas sinar inframerah dan dibuat 
spektrumnya pada rentang bilangan gelombang 4000-400 cm-1. 
Spesifikasi FT-IR yang digunakan antara lain tipe Michelsonsystem 
optik sinar tunggal, sumber inframerah keramik globular, S/N 20000:1 




3.4.14 Analisis data  
Analisis data xilanase amobil dilakukan dengan aplikasi 
pengolahan data SPSS 16.0 menggunakan uji Anova dan uji Beda 
























HASIL DAN PEMBAHASAN  
 
4.1 Produksi dan Isolasi Xilanase dari Trichoderma viride 
Sebelum dilakukan isolasi xilanase tahap yang pertama kali 
dilakukan adalah membuat inokulum dan kemudian dilanjutkan 
dengan memproduksi enzim, dalam penelitian yang dilakukan 
xilanase yang dihasilkan berasal dari kapang Trichoderma viride. 
Pembuatan inokulum dilakukan dengan cara menumbuhkan kapang 
pada media cair hingga pertengahan fase log (36 jam), karena pada 
fase pertengahan log kapang aktif dalam memproduksi enzim. 
Selanjutnya xilanase dapat diproduksi selama 60 jam (fase akhir log 
atau memasuki fase awal stationer), pada fase ini enzim telah 
diproduksi secara maksimal. 
Xilanase merupakan enzim induktif sehingga untuk memproduksi 
enzim dibutuhkan substrat xilan sebagai induser. Induser berfungsi 
menginduksi gen didalam sel sehingga dapat meningkatkan 
produktivitas enzim, pada penelitian yang dilakukan digunakan klobot 
jagung, karena klobot jagung mengandung hemiselulosa sebanyak 
32%, hemiselulosa dapat digunakan sebagai sumber karbon utama dan 
sebagai biosintesis enzim [46]. 
Xilanase hasil produksi, dapat diisolasi menggunakan metode 
sentrifugasi yang berfungsi memisahkan enzim dari pengotor seperti 
pelarut dan sel-sel mikroorganisme yang terdapat pada kapang 
Trichoderma viride. Metode ini dilakukan pada kecepatan 3000rpm, 
dengan temperature 4̊C selama 30 menit sampai mikroorganisme atau 
pengotor mengendap dan didapatkan supernatant bewarna kecoklatan. 
Keberhasilan isolasi ditentukan melalui uji aktivitas enzim dengan 
substrat xilan. Menurut Sutrisno [47] pemilihan xilan untuk uji 
aktivitas xilanase merupakan hemiselulosa murni tanpa ada lignin. 
Lignin merupakan senyawa yang sulit dihidrolisis oleh xilanase. 
Apabila kandungan lignin pada xilan tergolong rendah, maka xilanase 
dapat bekerja secara optimal dalam menghidrolisis xilan menjadi 
xilosa. 
Aktivitas eksktrak kasar xilanase diuji menggunakan reagen DNS 
(Dinitrosalisilat Acid) dan kadar protein diuji menggunakan reagen 
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biuret. Xilosa hasil hidrolisis xilanase dengan xilan akan membentuk 
senyawa kompleks dengan reagen DNS menjadi 3-amino-5-
nitrosalisilat.  
 
4.2 Amobilisasi Xilanase 
4.2.1 Preparasi Matriks Bentonit  
Bentonit yang digunakan adalah bentonit jenis Na-alginat. 
Langkah awal yang dilakukan adalah preparasi yaitu pengayakan 
dengan ayakan yang memiliki ukuran 120-150 mesh. Pengayakan 
dilakukan untuk memperkecilkisaran ukuran partikel adsorben. Beda 
ukuran ayakan yang digunakan diharapkan dapat memperoleh partikel 
dengan beda luas permukaan yang kecil, sehingga kemampuan 
adsorbsi dari tiap partikel relatif sama.  
 
4.2.2 Aktivasi Matriks Bentonit dengan HCl 
Matriks yang digunakan dalam penelitian ini adalah matriks 
bentonit Ca-alginat. Aktivasi bentonit dilakukan dengan kontak asam 
menggunakan HCl 0,4M. Tujuan dilakukan aktivasi dengan asam 
yaitu untuk menukar ion-ion Ca2+ dalam Ca-bentonit menjadi H+ dan 
melepaskan pengotor ataupun ion lain seperti Fe, Al, dan Mg yang 
menutupi pori-pori dari kisi-kisi struktur sehingga secara fisik bentonit 
tersebut menjadi lebih aktif. Penyerapan asam kedalam struktur 
bentonit dapat meningkatkan jarak antar lapis dan volume pori 
bentonit, sehingga rangkaian struktur mempunyai area yang lebih luas 
dengan daya serap tinggi [48]. 
Bentonit teraktivasi selanjutnya dikalsinasi pada temperatur 400̊C 
selama 4 jam yang bertujuan untuk menghilangkan kristal hidrat, 
sehingga bentonit dalam bentuk oksidanya yaitu SiO2. 
 
4.2.3 Amobilisasi Xilanase dengan Matriks Bentonit Ca-alginat  
Xilanase yang diisolasi dari Trichoderma viride digunakan 
dalam bentuk enzim bebasnya, sehingga xilanase bersifat tidak stabil 
terhadap lingkungan dan hanya bisa digunakan satu kali reaksi. 
Stabilitas xilanase dapat ditingkatkan dengan metode amobilisasi 
enzim. Amobilisasi enzim pada penelitian ini menggunakan metode 
penjebakan enzim yaitu menggunakan permukaan padat (matriks) 
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sebagai adsorben untuk menempelkan enzim pada permukaan matriks. 
Matriks yang digunakan adalah bentonit Ca-alginat yang sudah 
diaktivasi menggunakan HCl 0,4M. Amobilisasi dilakukan dengan 
mencampurkan ekstrak kasar xilanase hasil isolasi dengan variasi 
matriks dan larutan buffer asetat pH 5 (0,2M) yang berfungsi untuk 
menjaga stabilitas dan aktivitas enzim, kemudian dishaker selama 
3jam dengan kecepatan 100rpm yang berfungsi agar waktu kontak 
matriks dengan enzim semakin cepat. Hasil penelitian menunjukkan 
aktivitas xilanase amobil pada matriks bentonit sebesar 1,528μg mg-1 
menit -1dengan kadar protein yang terikat sebesar 0,933mg.mL-1/0,1 g 
bentonit. 
 
4.3 Karakterisasi Xilanase 
4.3.1 Penentuan Konsentrasi Optimum Amobilisasi Xilanase 
Pada penelitian ini enzim diamobilkan dengan metode 
penjebakan menggunakan matriks bentonit Ca-alginat dengan system 
bilayer. Enzim diadsorb dalam manik bentonit kemudian dilapisi oleh 
alginat yang bertindak sebagai membrane kedua. Alginate akan 
membentuk manik ketika dicampur dengan larutan CaCl2 karena 
adanya kation Ca2+ yang akan berikatan silang dengan anion 
karboksilat (COO-) dari alginate sehingga terjadi pertukaran antara 
dua ion Na+ dengan satu ion Ca2+. Dari ikatan ini terbentuk manik yang 
didalamnya terjebak xilanase. Kemudian manik-manik yang telah 
terbentuk dibiarkan terendam dalam larutan CaCl2 selama 1 jam agar 
manik menjadi keras. Manik yang terbentuk kemudian dipisahkan 
dengan menggunakan kertas saring whatman sehingga diperoleh 
enzim amobil dan filtrat yang merupakan campuran CaCl2 dengan 
enzim yang tidak terjebak.  
Jumlah enzim yang terjebak dalam manik bentonit Ca-alginat 
mengalami peningkatan pada konsentrasi xilanase 2-3μg.mL-1, hal ini 
dapat terjadi karena laju difusi xilanase  ke permukaan matriks 
semakin tinggi, sehingga akan menyebabkan meningkatnya jumlah 
xilanase yang teradsorpsi hingga pada konsentrasi optimum xilanase. 
Selanjutnya mengalami penurunan yang signifikan pada konsentrasi 
ekstrak kasar xilanase 3,5μg.mL-1 hingga konsentrasi 4μg.mL-1 seperti 
ditunjukkan pada Gambar 4.1. Pada Gambar 4.2 juga nampak profil 
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hubungan antara konsentrasi xilanase dan aktivitas xilanase serupa 














Gambar 4.1 Kurva hubungan antara Masa Protein Teramobil 
terhadap Konsentrasi Xilanase 
 
Berdasarkan Gambar 4.1 dan 4.2 dapat disimpulkan bahwa 
konsentrasi optimum xilanase amobil terjadi pada konsentrasi 
3μg.mL-1. Semakin tinggi konsentrasi xilanase yang ditambahkan 
maka jumlah xilanase yang terikat pada matriks akan semakin 
menurun. Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi xilanase 
maksimum yang dapat diadsorp oleh bentonit yang digunakan pada 


































Gambar 4.2 Kurva hubungan antara aktivitas enzim terhadap 
konsentrasi xilanase 
 
4.3.2 Penentuan Konsentrasi Alginat Optimum  
Xilanase amobil pada matriks bentonit hasil optimasi 
konsentrasi xilanase dilanjutkan untuk menentukan konsentrasi 
alginat optimum. Konsentrasi optimum alginat dipelajari untuk 
menentukan alginate yang terbaik dalam membentuk bilayer untuk 
melapisi bentonit. Berdasarkan data Gambar 4.3 didapatkan 
konsentrasi alginate optimum sebesar 3μg.mL-1. Pada konsentrasi 
alginat 2-3μg.mL-1 mengalami kenaikan. Apabila dilihat dari data 
yang ada pada konsentrasi alginate 2μg.mL-1 aktivitas xilanase 
teramobil dalam bentonit Ca-alginat lebih rendah dibandingkan 
aktivitas xilanase teramobil dalam bentonit. Hal ini dimungkinkan 
karena adanya pelepasan enzim dari matriks bentonit selama proses 
pelapisan dengan alginate. Berdasarkan Gambar 4.3 nampak bahwa 
dengan semakin dinaikkannya konsentrasi alginate maka aktivitas 
xilanase teramobil dalam bentonit Ca-alginat sama dengan aktivitas 
xilanase teramobil dalam bentonit. Hal ini menunjukkan bahwa pada 
konsentrasi alginate 3μg.mL-1 mampu untuk mempertahankan enzim 
sehingga enzim tidak terlepas dari bentonit. Namum apabila 
konsentrasi alginate ditingkatkan maka aktivitas semakin turun. Hal 































Konsentrasi Xilanase (μg. mL-1)
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4.4 Efisiensi Pemakaian Ulang Xilanase 
Xilanase amobil memiliki beberapa kelebihan, salah satunya 
adalah bersifat lebih stabil terhadap lingkungan dan dapat digunakan 
berulang kali.Penelitian ini mengamati efisiensi pemakaian ulang 
amobilisasi xilanase pada matriks bentonit Ca-alginat dan dapat 
diamati dengan perubahan aktivitas enzim saat digunakan berulang-
ulang. Aktivitas amobilisasi xilanase dapat dikatakan stabil apabila 
aktivitas sisanya lebih besar atau sama dengan 50% aktivitas awalnya 
[49]. Hasil pengaruh penggunaan ulang amobilisasi 
xilanasemenunjukkan bahwa amobilisasi xilanase dalammatriks 
bentonit Ca-alginat dapat digunakan sebanyak 3 kali penggunaan 
dengan persen sisa efisiensi sebesar 55,45%. 
 










 (μg g-1 menit -1) 
Efisiensi 
(%) 
1 20,04 0,732 100,00 
2 17,42 0,637 86,93 
3 11,11 0,406 55,45 
4 7,85 0,277 37,82 
 
Penggunaan amobilisasi xilanase ke-1 pada penelitian ini 
menghasilkan aktivitas sebesar 0,732μg mg-1 menit -1, diasumsikan 
efisiensi penggunaan ke 1 sebesar 100%. Penggunaan ke-2 sampai ke-
4 mengalami penurunan aktivitas yang sangat signifikan, hal ini 
karena pengikatan antara enzim dan matriks sangat lemah karena 
penggunaan berulang-ulang, sehingga banyak enzim yang terlepas 
dari permukaan matriks dan menyebabkan penurunan aktivitas 










5.1 Kesimpulan  
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan 
bahwa: 
1. Kondisi optimumamobilisasi xilanase pada matriks bentonit 
Ca-alginat dicapai pada konsentrasi alginate 3% dan 
konsentrasi xilanase 3mg/mL dan aktivitas sebesar 6,115μg 
mg-1 menit -1. 
2. Xilanase amobil dapat digunakan ulang sebanyak tiga kali 
penggunaan dengan aktivitas sisa sebesar 0,406μg mg-1 menit-
1(55,45%). 
 
5.2 Saran  
Penelitian yang telah dilakukan dapat dilanjutkan dengan 
melakukan karakterisasi xilanase yang telah diaktivasi dengan 
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Lampiran B. PreparasiLarutan 
B.1 LarutanAsamAsetat 0,2 M 
Larutan asam asetat glasial 100% (berat jenis: 1,05 g/mL, BM: 
60 g/mol, konsentrasi: 17,5 M) dipipet sebanyak 1,15 mL. Setelah itu, 
dimasukkan kedalam labu takar 100 mL serta ditambahkan dengan 
aquades sampai volume menjadi 100mL. 
 
B.2 LarutanNatriumAsetat 0,2 M 
Serbuk natrium asetat dengan BM: 83,02 g/mol ditimbang 
sebanyak 1,64 g dan dilarutkan dengan menggunakan akuades 
secukupnya. Setelah itu, dimasukkan kedalam labu takar 100 mL dan 
ditambahkan dengan aquades sampai volume menjadi 100mL. 
 
B.3 Buffer Asetat pH 5 0,2 M 
Larutan asam asetat 0,2 M dipipet sebanyak 50 mL dan 
dimasukkan kedalam gelas kimia 250 mL. Ditambahkan dengan 90,99 
mL larutan natrium asetat 0,2 M serta diaduk hingga homogeny 
menggunakan strirer. 
 
B.4 PembuatanLarutanNaOH 0,1 M 
Padatan NaOH ditimbang sebanyak 0,4 g serta dilarutkan dengan 
menggunakan akuades sebanyak 50 mL. Setelah itu, dimasukkan 
kedalam labu takar 100 mL serta ditambahkan aquades sampai volume 
menjadi 100 mL. 
 
B.5 LarutanStok Xilosa 1500 µg/mL 
Serbuk xilosa ditimbang sebanyak 0,15 g dan dilarutkan dengan 
menggunakan akuades secukupnya. Setelah itu, dimasukkan kedalam 
labu takar 100 mL serta ditambahkan dengan aquades sampai volume 
menjadi 100 mL. 
 
B.6 LarutanStokKasein 1000 µg/mL 
Serbuk kasein ditimbang sebanyak 1 g dan dilarutkan dengan 50 
mL akuades serta ditambahkan dengan larutan NaOH 0,1 M sedikit 
demi sedikit hingga larut. Selanjutnya dimasukkan kedalam labu takar 





B.7 PembuatanSubstratXilan 1 % 
Serbuk xilan ditimbang sebanyak 1 g, dimasukkan kedalam gelas 
kimia 100 mL serta dilarutkan dengan menggunakan buffer asetat pH 
5 secukupnya. Selanjutnya dimasukkan kedalam labu takar 100 mL 
dan ditambahkan dengan buffer asetat pH 5 dengan aquades sampai 
volume menjadi 100 mL. 
 
B.8 Pembuatan Air BebasReduktor 
Akuades sebanyak 250 mL dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 
mL, ditambahkan beberapa tetes KMnO4hingga larutan berwarna 
ungu. Selanjutnya larutan didestilasi dan destilat yang dihasilkan 
merupakan air bebas reduktor. 
 
B.9 PembuatanReagen DNS 
NaOH 1 g; NaKC4O6H4 18,2 g; Kristal fenolin 0,2 g dan Na2SO3 
0,5 g dilarutkan dengan 50 mL akuades dalam gelas kimia 100 mL. 
Setelah itu, ditambahkan dengan 1 g asam dinitrosalisilat (DNS) 
sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan menggunakan magnetic 
stirer. Setelah larut dipindahkan kedalam labu ukur 100 mL serta 
ditambahkan dengan aquades sampai volume menjadi 100 mL. 
 
B.10 LarutanNaOH 10% 
Padatan NaOH ditimbang sebanyak 1 g dilarutkan dengan 50 mL 
akuades. Dimasukkan kedalam labu takar 100 mL dan ditambahkan 
dengan aquades sampai volume menjadi 100 mL. 
 
B.11 Reagen Biuret 
Ditimbang 0,15 g CuSO4.5H2O dan ditimbang 0,6 g NaKC4O6H4, 
dilarutkan dengan menggunakan akuades sebanyak 30 mL dalam 
gelas kimia 100 mL. Larutan NaOH 10% ditambahkan sebanyak 30 
mL sambil diaduk dengan pengaduk. Larutan campuran dimasukkan 
kedalam labu ukur 100 mL dan diencerkan dengan aquades sampai 
volume menjadi 100 mL. 
 
B.12 LarutanHCl 0,1 M 
Larutan HCl 37% dipipet sebanyak 0,96 mL dan dimasukkan 
kedalam gelas kimia yang berisi akuades secukupnya. Kemudian 
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dimasukkan kedalam labu takar 100 mL serta ditambahkan dengan 
aquades sampai volume menjadi 100 mL. 
 
Lampiran C. PerhitunganPreparasiLarutan 
C.1 Larutan Asamasetat 0,2 M 
Larutan asam asetat 0,2 M dibuat dari asam asetat glasial 100% 
(Bj: 1,05 g/mol; BM: 60g/mol) dengan cara : 
 





1,05 x 1000 g/L
60 g/mol
 
= 17,5 M 
Untuk membuat konsentrasi 0,2 M dilakukan pengenceran 
dengan rumus sebagai berikut : 
V1 x M1 = V2 x M2 
V1 x 17,5 = 100 x 0,2 
    V1 = 1,143 mL 
Dipipet larutan asam asetat dengan pipet ukur 5 mL sebanyak 
1,15 mL, dimasukkan dalam labu ukur 100 mL dan diencerkan dengan 
akuades sampai volume menjadi 100 mL (tanda batas). 
 
C.2 Larutan Natrium asetat 0,2 M 
Larutan natrium asetat 0,2 M dibuat sebanyak 100 mL (BM 
CH3COONa = 82,02 g/mol) : 
Mol CH3COONa = [CH3COONa] x V larutan 
= 0,2 mol/L x 0,1 L 
= 0,02 mol 
Berat CH3COONa = mol CH3COONa x BM CH3COONa 
 = 0,02 mol x 80,02 g/mol 
 = 1,6 gram 
 
C.3Pembuatan Buffer Asetat (0,2 M) pH 3 
Kaasamasetat = 1,8 x 10-5 




3   = 4,74 – log









3 – 4,74 = - log 25/v 
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V  = 0,45 mL 
Jadiperbandingan volume CH3COOH : CH3COONa 
adalah 25 mL : 0,45 mL 
C.4Pembuatan Buffer Asetat (0,2 M) pH 4 
Ka asam asetat = 1,8 x 10-5 




4   = 4,74 – log









4 – 4,74 = - log 25/v 
V  = 4,55 mL 
Jadiperbandingan volume CH3COOH : CH3COONa 
adalah 25 mL : 4,55 mL. 
C.5 Larutan buffer asetat pH 5 
Larutan buffer asetat pH 5 dibuat dengan mencampurkan larutan 
asam asetat dengan larutan natrium asetat berdasarkan persamaan di 
bawah ini : 






Untuk membuat larutan buffer asetat pH 5 maka 50 mL larutan 
asam asetat ditambah dengan 90,99 mL larutan natrium asetat dengan 
perhitungan sebagai berikut: 
 pKa asam asetat = 4,74 
  5  = 4,74 – log 














 V  = 90,99 mL 
 
C.6 Pembuatan Buffer Asetat (0,2 M) pH 6 
Ka asam asetat = 1,8 x 10-5 




6   = 4,74 – log












6 – 4,74 = - log 25/v 
V   = 454,9 mL 
Jadiperbandingan volume CH3COOH : CH3COONa 
adalah 25 mL : 454,9 mL. 
C.7 Larutan HCl 0,4 M 














M1 x V1 = M2 x V2 
10,423 M x V1 = 0,4 M x 100 mL 
V1  = 3,84 Ml 
C.8 Larutan NaOH 0,1 M 
LarutanNaOH 0,1 M (Mr 40 g/mol) dibuatsebanyak 100 mL, 
denganperhitungan: 
MolNaOH= [NaOH] x V larutan 
= 0,1mol/L x 0,1 L 
= 0,01mol 
Massa NaOH = molNaOH x MrNaOH 
= 0,01mol x 40 g/mol 
= 0,4 g 
Jadi untuk membuat larutanNaOH 0,1 M sebanyak 100 mL 





Lampiran D. Panjang Gelombang Maksimum Xilosa 
Tabel D.1 : Data Absorbansi Larutan Xilosa pada λ (480-550) nm 
 
 
Lampiran E. Kurva Baku Larutan Standar Xilosa 












0 0 0 0 0 
300 0.348 0.346 0.348 0.347 
400 0.491 0.490 0.491 0.490 
450 0.555 0.550 0.558 0.556 
500 0.622 0.623 0.624 0.623 
550 0.697 0.698 0.698 0.697 
600 0.789 0.790 0.791 0.790 













































































Gambar E.1 : Kurva Baku Larutan Standart Xilosa 
Lampiran F. Panjang Gelombang Maksimum Kasein 
Tabel F.1 : Data Absorbansi Larutan Kasein (5000 ppm) pada 
λ(460-640) nm 




























Konsentrasi Xilosa (μg/ml) 
Kurva Baku Gula Pereduksi 
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Lampiran G. Kurva Baku Larutan Standar Kasein 












0 0 0 0 0 
1000 0.053 0.053 0.053 0.053 
2000 0.104 0.104 0.101 0.103 
3000 0.138 0.138 0.139 0.138 
4000 0.190 0.190 0.191 0.190 
5000 0.243 0.242 0.243 0.242 
6000 0.281 0.281 0.280 0.280 
7000 0.322 0.322 0.321 0.321 
8000 0.364 0.363 0.363 0.363 
9000 0.401 0.400 0.400 0.400 
 
 
Gambar G.1 : Kurva baku Kasein 




















Lampiran H. Aktivitas Xilanase Bebas 
Uji aktivitas enzim xilanase bebas menggunakan kurvabaku 
gula pereduksi dengan persamaan garis liniery =0,0013x, sehingga 
dapat diketahui konsentrasi xilosa. Misal untuk nilai absorbansi 
sebesar 0,232 , maka konsentrasi xilosa dapat dihitung sebagai 
berikut: 
          y   = 0,0013x  
       0,232  = 0,0013x  
                     x   = 178,46μg/mL 
Dengan demikian dapat ditentukan aktivitas enzim xilanase bebas 
dengan rumus berikut: 








        = 89,264μg. mg-1 menit -1 
 






















0,225 0,225 0,225 0,225 191 86,818 
0,245 0,246 0,246 0,245 187,15 85,068 
 
Lampiran I. Kadar Protein Awal 
Uji kadar protein awal menggunakan kurva baku kasein dengan 
persamaan garis linier y = 0,00004x, sehingga dapat diketahui 
konsentrasi protein. Misal untuk nilai absorbansi sebesar 0,244 , maka 
konsentrasi xilosa dapat dihitung sebagai berikut: 
a.              y  = 0,00004x 
 0,244  = 0,00004x 
        x  = 6100 μg/mL 
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b.              y  = 0,00004x 
0,237  = 0,00004x 
 x   = 5925 μg/mL 
c.              y  = 0,00004x 
0,244  =  0,00004x 
 x  = 6100 μg/mL 








                = 6041,67μg/mL 
 
Konsentrasi enzim       = konsentrasi protein sisa – konsentrasi kasein  
   = 6041,67μg/mL– 5000ppm 
             = 1041,67μg/mL 
             = 1,0467 mg/mL 
Massa protein              = 1,0467mg/mL x 12mL  
             = 12,5 mg  




                                     = 6,25mg/mL 
 
Table I.1 : Kadar Protein Awal 






I 0,244 6100 6,1 
II 0,237 5925 5,925 
III 0,244 6100 6,1 
 Rata-rata 6041,1 6,04 
 
Lampiran J. Konsentrasi Optimum Amobilisasi Xilanase 
Uji aktivitas xilanase amobil untuk menentukan konsentrasi 
xilanase optimum menggunakan kurva baku gula pereduksi dengan 
persamaan linier y = 0,0013x. Missal untuk nilai absorbansi sebesar 
0,008; maka konsentrasi xilosa dapat dihitung sebagai berikut:  
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y  = 0,0013x 
0,008 = 0,0013x 
       x = 6,15μg/mL 
dengan demikian dapat ditentukan konsentrasi optimum xilanase: 










       = 5,61μg/mg.menit -1 
 









A1 A2 A3 A rata-rata 
2 1,6 0,008 0,007 0,008 0,008 
2,5 2 0,005 0,005 0,005 0,005 
3 2,4 0,013 0,012 0,012 0,012 
3,5 2,8 0,004 0,003 0,004 0,004 
4 3,2 0,002 0,002 0,002 0,002 
 
Lampiran K. Kadar Protein Sisa Amobilisasi 
Uji kadar protein sisa amobilisasi menggunakan kurva baku 
kasein dengan persamaan linier y = 0,00004x. Misal untuk nilai 
absorbansi sebesar 0,002; maka konsentrasi xilosa dapat dihitung 
sebagai berikut:  
       y  = 0,00004x 
0,002 = 0,00004x 
       x =  50μg/mL 














A1 A2 A3 A rata-rata 
2 1,6 0,002 0,002 0,002 0,002 
2,5 2 0,004 0,004 0,006 0,004 
3 2,4 0,016 0,016 0,015 0,016 
3,5 2,8 0,008 0,009 0,008 0,008 
4 3,2 0,005 0,005 0,005 0,005 
 
Lampiran L. Aktivitas Amobilisasi Xilanase Variasi Konsentrasi 
Uji aktivitas xilanase amobil variasi konsentrasi 
menggunakan kurva baku gula pereduksi dengan persamaan garis 
linier y = 0,0013x. Misal untuk nilai absorbansi sebesar 0,075; maka 
konsentrasi dapat dihitung sebagai berikut:  
y  = 0,0013x 
0,075 = 0,0013x 
x = 57,69μg/mL 
Dengan demikian dapat ditentukan konsentrasi optimum xilanase 
amobil menggunakan nilai p = 1 mg dengan rumus berikut: 





































(μg. mg-1 menit-1) 
2 1,6 57,69 26,22 
2,5 2 55,38 25,17 
3 2,4 62,30 28,31 
3,5 2,8 50,76 23,07 
4 3,2 38,46 17,48 
 
Lampiran M. Aktivitas Amobilisasi Xilanase Variasi Konsentrasi 
Alginat Optimum 
Uji aktivitas xilanase amobil untuk menentukan aktivitas 
xilanase amobil variasi alginat optimum menggunakan kurva baku 
gula pereduksi dengan persamaan garis linier y = 0,0013x. Misal untuk 
nilai absorbansi 0,043 maka konsentrasi dapat dihitung: 
y  = 0,0013x 
0,043 = 0,0013x 
x = 33,07μg/mL 
dengan demikian dapat ditentukan aktivitas enzim xilanase amobil 
variasi konsentrasi alginate optimum dengan rumus: 
 























A1 A2 A3 A rata-rata 
2 0,043 0,043 0,043 0,043 
2,5 0,050 0,051 0,050 0,050 
3 0,073 0,072 0,073 0,073 
3,5 0,064 0,064 0,064 0,064 
4 0,040 0,040 0,041 0,040 
 
Tabel M.2: Aktivitas Amobilisasi Xilanase pada Variasi Konsentrasi 





Alginat (mL)  
Masa protein 
teramobil 
(μg. mL-1 menit-1) 
Aktivitas rata-
rata Amobilisasi  
(μg. mg-1 menit-1) 
2 1,6 33,07 15,03 
2,5 2 38,46 17,48 
3 2,4 56,15 25,52 
3,5 2,8 49,23 22,37 
4 3,2 31,53 14,33 
 
Lampiran N. Efisiensi Pemakaian Ulang Xilanase Amobil  




Absorbansi (A)  





1 0,337 0,337 0,336 0,337 0,0006 
2 0,293 0,293 0,292 0,293 0,0006 
3 0,186 0,186 0,188 0,187 0,0012 
















(μg g-1 menit -1) 
Efisiensi 
(%) 
1 20,04 0,732 100,00 
2 17,42 0,637 86,93 
3 11,11 0,406 55,45 
4 7,85 0,277 37,82 
 
Lampiran O. Analisis Statistika  




























O.2 Penentuan Konsentrasi Alginat Optimum  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
